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TECNOLOGIA
Qualitat microbiològica dels productes
vegetals frescos mínimament processats
i desenvolupament de tecnologies
de bioconservació mitjançant bacteris
de l’àcid làctic
RESUM: L’escenari actual de la seguretat dels aliments està condicionat per la
implementació de noves tecnologies de conservació suaus i de mínim
processament, els nous aliments, les restriccions en el perfil toxicològic dels actuals
conservadors químics i la prohibició/limitació dràstica dels antibiòtics, i, com
a conseqüència, per l’aparició de nous patògens emergents o la potenciació d’alguns
existents. Els bioconservadors sorgeixen en aquest context amb fortes expectatives,
atès que es tracta demicroorganismes segurs que provenen dels aliments, compostos
químics d’origen natural—pèptids i proteïnes antimicrobians, extractes botànics,
enzims— i compostos sintètics basats en estructures naturals, peròmenys tòxics
i més eficients, com els pèptids antimicrobians. Entre els bioconservadors, els bacteris
làctics hanmostrat grans expectatives d’aplicació sobretot en productes carnis crus
curats, en fruites i verdures fresques i, en especial, en productes de quarta gamma,
així com enmètodes per reduir la càrregamicrobiana de patògens en subproductes
alimentaris abans del seu processament. El nostre laboratori ha realitzat un extens
estudi de la qualitat microbiològica de fruites i verdures fresques i de productes
mínimament processats—quarta gamma— i ha detectat baixos nivells, però
significatius, de Salmonella sp.,E. coli i Listeria spp., incloent-hi L. monocytogenes.
Ha estat per això que vam endegar un projecte consistent a desenvolupar aplicacions
de bacteris làctics (BAL) obtinguts d’aquests productes com a bioconservadors.
Els BAL van ser abundants en els productes de quarta gamma, en especial en llavors
germinades. Es van obtenir diverses soques, sobretot de Leuconostoc, Lactobacillus
iWeissella, productores de bacteriocines amb una activitat significativa per al
control de L. monocytogenes en pomes i enciam processat. Altres soques han estat
efectives en la inhibició de podridures fúngiques en postcollita causades per
Penicillium expansum.
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cions dels aliments amb
valor afegit, com els pro-
ductes carnis i de la pesca curats
—embotits crus curats, pernil, anxo-
ves—, els lactis fermentats—iogurt,
formatges, quefir—, les begudes
alcohòliques —vi, cervesa— i els
productesde fleca i pastisseria—pa,
pizza. També són causants de pro-
cessos de deteriorament, principal-
ment podridures —en productes
vegetals— i acidificació —en pro-
ductes d’origen animal—, i són vec-
tors de microorganismes patògens
comvirus, bacteris i paràsits, queen
alguns casos poden multiplicar-se
en l’aliment i constituir greus infec-
cions de transmissió alimentària.
Finalment, algunsmicroorganismes
produeixen toxines —micotoxines,
toxines bacterianes o ficotoxines.
A banda dels problemes clàssics
associats a la seguretat dels ali-
ments, les noves tendències pel que
fa als canvis en els hàbits alimenta-
ris dels consumidors, la demanda
de productes frescos mínimament
processats amb tecnologies de con-
servació suaus i els nous aliments i
ingredients alimentaris estan con-
figurant un nou escenari en el qual
el principal problema són els patò-
gens emergents de transmissió ali-
mentària o la potenciació d’alguns
existents.Aquestescenari estàessent
agreujat per les restriccions en el
perfil toxicològic dels conserva-
dors i la prohibició dels antibiòtics
—resistència transferible—, que
sovint comportenunamancaouna






És enaquest nouescenari quepros-
peren els productes vegetals fres-
cos trossejats, mínimament pro-
cessats i envasats, llestos per al seu
consum directe, la denominada
quarta gamma. Aquesta indústria,
ja consolidada en diversos països,
com els Estats Units, el Canadà i el
Japó, es troba en ràpid desenvolu-
pament al nostre país. Però, amb el
desenvolupament d’aquesta indús-
tria, han aparegut nous problemes
de seguretat alimentària associats a
la contaminació microbiana (Ngu-
yen-The i Carlin, 1994).
La fruita i les hortalisses conte-
nen els nutrients necessaris per
suportar un ràpid creixement de
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E
Microbiological quality of ready-to-eat fresh fruit and vegetables anddevelopment
of technologies of biopreservation bymeans of lactic acid bacteria
SUMMARY: Food safety today is conditiones by the implementation of new
technologies for food preservation based onmild treatments andminimum process,
novel foods, severe restrictions in the toxicologic profile of chemical preservatives,
and the drastic limitation/prohibition of antibiotics, and as a consequence, by the
new emerging pathogens or by the increase of classical food-borne pathogens.
Biopreservatives appear within this context with strong expectations, because thei
are safe microorganisms often isolated from foods, chemical compounds of natural
origin – antimicrobial peptides and proteins, botanical extracts, enzymes- and
sintetic compounds based on natural structures, but less toxic andmore efficients,
like the amtimicrobial peptides. Among the microbial biopreservatives, lactic acid
bacteria have shown great possibilities in the preservation of curedmeat products,
ready to eat fresh fruit and vegetables, as well as to decrease microbial spoilage in
food byproducts before processing for valorization. Our laboratory has performed
an extense survey of the microbiological quality of fresh fruit and vegetables, and of
ready-to-eat products, and have detect low levels, but significant of Salmonella sp.,
E. coli and Listeria spp., including L.monocytogenes, in retail markets and
supermarkets of Catalonia. Due to this reason,we started a project consisting of
developing application of lactic acid bacteria (LAB) obtained from these products,
as biopreservatives. LAB were abundant in ready-to-eat fresh fruits and vegetables,
specially in germinated seeds. From these products we obtained strains of
Leuconostoc, Lactobacillus andWeissella,producing bacteriocins and with a
significant activity of control of L. monocytogenes in fresh apple and cut salad.
Ather strains were effective in the inhibition of fungal rot during postharvest caused
by Penicillium expansum.
KEYWORDS: biopreservatives, food-borne pathogens, bacteriocins, lactic acid
bacteria.
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bacteris com E. coli, Listeria i Sal-
monella (Beuchat, 1996, 2002).
Les barreres físiques naturals
externes, com la pela o epidermis,
que impedeix el contacte dels mi-
croorganismes amb els teixits i els
fluids intracel·lulars, poden ser la
causade labaixapresènciad’aquests
bacteris enproductes frescosnopro-
cessats. Però, en ocasions, en els
fruitsolesverduresmanipulats—feri-
des, cops, talls, etc.— o trossejats,
aquesta barrera es deteriora. Així,
s’ha demostrat que E. coliO157:H7 i
Listeria monocytogenes poden créi-
xer exponencialment en vint-i-qua-
tre o quaranta-vuit hores adquirint
nivellspoblacionalsdelvoltantde107
ufc/ferida en fruits inoculats o lles-
cats de poma (Beuchat i Brackett,
1990) o en enciam trossejat (Trias
et al., 2008).
Encara que els casos de toxi-
infeccionsperconsumdefruita ihor-
talisses fresques són molt inferiors
als associats al consum de produc-
tes d’origen animal, se n’està regis-
trantun increment significatiuenels
darrers anys. Han estat descrites
toxiinfeccions causades per Esche-
richia coliO157:H7,Salmonella spp.,
Listeriamonocytogenes,Shigella spp.
i paràsits com Cyclospora caye-
tanensis o virus de l’hepatitis A i
norovirus. Maduixes, meló canta-
loup, tomàquets, cebes verdes, her-
bes fresques i productes de quarta
gamma, com germinats, espinacs
trossejats, enciams i fins i tot sucsde
taronja i poma no pasteuritzats han
estat clarament identificats com a
responsablesdedinoubrotsquevan
afectar dos mil dos-cents seixanta-
quatre casos entre els anys 1991 i
2006 al Canadà (CFIA), i vuit brots
quevanafectarmilersdecasosentre
els anys 1996 i 2007 als Estats Units.
A Europa no existeixen dades per a
productes vegetals, però hi ha esta-
dístiques que indiquen que un total
d’entre l’1,2 i el 3,4 % de la població
pateix cada any toxiinfeccions ali-
mentàries, i es calcula que la meitat
d’aquestes pot ser per consum de
productes d’origen vegetal.
Han estat ben documentades
toxiinfeccionsenterohemorràgiques
associades al consum de suc de
poma frescnopasteuritzat contami-
nat amb Escherichia coli O157:H7,
amb Listeria monocytogenes i amb
Salmonella spp. en elevades pobla-
cions enverdures fresques almercat
odestinadesaamanidespreparades,
fins i tot envasades en atmosfera
controlada (CDC surveillance sum-
maries, 2000; Risk profile..., 2002).
Igualment, productes com llavors




































































































FIGURA 1. Nivells de bacteris aeròbics i coliforms i de fongs i llevats observats
en les quatre-centes quaranta-cinc mostres de fruites, hortalisses i productes
dequarta gammaanalitzats. Les barres horitzontals indiquenels valorsmitjans;
als rectangles, el primer i el tercer quartils; a les línies verticals, el rang de va-
riació, i als cercles, les mostres fora de rang (modificat de Badosa et al., 2007).
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germinades, que són molt típics en
països com el Japó i els Estats Units,
han estat vectors de brots molt
importants. Cal destacar vuit brots
d’E. coli i Salmonella spp. en llavors
germinades d’userda i cacahuet als
Estats Units entre els anys 1995 i
1999,quevanafectarmésdemilper-
sones. També s’han referit brots a
causa del consum de llavors germi-
nades de soja i altres productes ger-
minatsensetmil casosentreelsanys
1988 i 1997aAnglaterra, Suècia, Fin-
làndia, Dinamarca, el Canadà i el
Japó, que inclouen Salmonella i
E.coli, amésdeListeriamonocytoge-
nes, Campylobacter jejuni i Bacillus
cereus.
Amb la finalitat de determinar la
qualitat microbiològica de fruites,
hortalisses i productes de quarta
gamma al nostre país, el nostre
laboratori va endegar el projecte
INIA/CeRTAdurant el període2004-
2006,queva incloureproductesamb
diversos graus de processament,
diferents distribuïdors i marques
comercials, a botiga, supermercat,
gran superfície o mercat clàssic
(Badosa et al., 2007). En total, es van
processar quatre-centes quaranta-
cinc mostres i es van determinar els
nivells de bacteris aerobis i coli-
forms, llevats i fongs, mitjançant
mètodes ISO normalitzats, a més
dels nivells de Listeria spp., Listeria
monocytogenes i Salmonella spp.,
mitjançant una tècnica molt sensi-
ble basada en l’enriquiment segons
norma ISO i PCR a temps real (Pla
et al., 2005). La qualitat microbiolò-
gicad’aquestsproductesvaservaria-
ble, amb recomptes aerobis —1 a 9
logufc/g—icoliformstotalspresents
en el 65,7%de lesmostres, ambuna
major incidència en productes de
quarta gamma —5 a 9 log ufc/g. Els
recomptes de llevats i fongs van ser
també molt variables —2 a 9 log
ufc/g.Tanmateix, es vadetectarSal-
monella spp.,Listeria spp. iL.mono-
cytogenes en el 0,67 %, el 2,7 % i el
0,9 %, respectivament, del total de
les mostres. Es va concloure que,
delsproductesdequartagamma,els
que presentaven nivells més elevats
decàrregamicrobianavanser les lla-
vors germinades. Tot i haver detec-
tat aquests patògens, la seva molt
baixa incidència no és preocupant.
En general, aquests productes
poden contaminar-se tant pel pro-
cés productiu —aigües de reg,
fems— com per la collita —mani-
pulació de la fruita o de la verdura—,
el maneig abans de la frigoconser-
vació—central hortofrutícola—oel
processat industrial —rentat, tros-
sejat, etc.—, o fins i tot al mercat
públic, pel que fa als productes no
envasats, per la manipulació del
client (Microbiological safety eva-
luations..., 1999; Solomon et al.,
2002;Ongeng et al., 2006). Elsmèto-
desde control recomanatsper asse-
gurar laqualitat i la seguretatmicro-
biològica tenen en compte tota una
sèrie de mesures durant la fase de
producció i de maneig en post-
collita, que inclouen tractaments
desinfectants —aigua clorada, ozo-
nitzada, electrolitzada—conduents
a reduir la càrregamicrobiana (Wes-
singer i Beuchat, 2000).
ELS BIOCONSERVADORS
Els bioconservadors sorgeixen en
aquest context amb fortes expecta-
tives com a alternativa o comple-
ment als productes químics de sín-
tesi i als tractaments desinfectants,
ja quees tractademicroorganismes
segurs que provenen dels aliments
—bacteris de l’àcid làctic, bacteris,
fongs o llevats no làctics, bacte-
riòfags— o compostos químics
d’origen natural —pèptids i proteï-
nes antimicrobians, extractes botà-
nics, enzims— i fins i tot compostos
sintètics basats enestructuresnatu-
rals, però menys tòxics i més efi-
cients. Com a exemples de biocon-
servadorsmicrobians, espodencitar
elsdesenvolupats sobretotperapro-
ductes carnis i de lapesca, comLac-
tobacillusplanctarum,Lactobacillus
sakei i Propionibacterium sherma-
nii. Pel que fa a compostos d’origen
natural, cal citar la nisina, la pima-
ricina, la lisozima i els olis essencials
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FIGURA 2. Antagonisme in vitrodediversos bacteris bioconservadors a causa de
mecanismes d’inhibició de fongs i de bacteris patògens mitjançant compostos
antifúngics (A), àcids orgànics (B), bacteriocines (C) i capacitat de formació de
biofilms (D).
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extrets de diferents plantes aromà-
tiques.
Tot i que es pugui tractar de pro-
ductes segurs, l’autoritzaciódelsbio-
conservadors en el marc de la Unió
Europea està regulada per les direc-
tives 89/107, sobre additius, aromes
i enzims, a més de les noves modifi-
cacions del 2006 —més antiga la
Directiva 95/2/EC per a la nisina—,
i 258/97, sobre nous aliments i in-
gredients alimentaris. En alguns
casos, depenent de si es poden con-
siderarproductes fitosanitarisper les
directives 91/214/CEE, 2001/36/EC
i 2005/25/EC, sobre productes fito-
sanitaris —inclou microorganis-
mes. Actualment, els informes són
realitzats per un panell sobre «Addi-
tives, flavourings, processing aids






tot en productes carnis crus curats,
en fruites i verdures fresques i, en
especial, en productes de quarta
gamma,aixícomamètodeperreduir
la càrrega microbiana de patògens
en subproductes alimentaris abans
del seu processament. Cal destacar
els grups de recerca que treballen a
Catalunyaenaquests temes, enpro-
ductes carnis crus i curats i produc-
tes de la pesca curats —IRTA-CTC,
Unitat de Microbio-logia i Biotec-
nologia—, en fruites i hortalisses
fresques, inclosos els productes
de quarta gamma —CIDSAV-UdG,
Laboratori de Patologia Vegetal;
UdL-IRTA, Unitat de Postcollita— i
en subproductes de la indústria ali-








Tant a causa de la nova problemàtica
detectada com a causa de les restric-
cionspresents i futuresenl’úsdecon-
servants, desinfectants i fungicides,
resulta necessari avaluar noves es-
tratègies de control de podridures, de
bacteris patògens associats a toxi-
infeccionsalimentàriesidefongspro-
ductors de micotoxines. Actualment,
el control biològic de fongs causants
de podridures en postcollita ofereix
bones expectatives en l’àmbit mun-
dial. Es tracta de microorganismes
antagonistes que actuen mitjançant
exclusió competitiva o per la colonit-
zació de llocs d’entrada del patogen
—lenticel·lesoferides—,competència
per nutrients —C, P, N, Fe, etc.— o
formació de barreres físiques —bio-
film—; interacció directa amb el pa-
togen per hiperparasitisme o inter-
ferència per contacte; antibiosi com
enzims lítics, pèptids i proteïnes an-
timicrobians,compostosfenòlics,poli-
quètids, poliens o peròxids, i fins i tot
interferència amb senyals intercel-
lularsde tipusquorumsensing (AHL).
Aquesta tecnologia basada en
microorganismes és objecte d’un
nombre creixent d’aplicacions i
de patents, que inclouen soques de
bacterispertanyents aPseudomonas
syringae, Pantoea agglomerans i
Bacillus subtilis; llevats com Can-
didaoleophila,Candida sake,Pichia
guilliermondii, Cryptococcus lau-
renti i Kloeckera apiculata, i fongs
com Acremonium breve i diverses
espècies de Trichoderma, que han
demostrat diversos graus d’eficàcia
contraPenicilliumexpansum,Peni-
cilliumdigitatum,Penicillium itali-
cum, Botrytis cinerea, Rhizopus,
Monilia, Mucor i Alternaria, cau-
sants de podridures en fruita de lla-
vor, pinyol o cítrics (Montesinos,
2003;Montesinos iBonaterra, 2008).
El nostre laboratori treballa en
aquesta tecnologia des del 1994 i ha
aïllat idesenvolupataplicacionsamb
soques de bacteris com Pseudomo-
nas fluorescens EPS288 i Pantoea
agglomerans EPS125 —aquesta dar-
rera, objecte d’una patent—, molt
efectives en el control de fongs cau-
sants de podridures en una àmplia
gammadefruita (Francésetal., 2006).
El control de patògens humans
transmesos per aliments, principal-
mentEscherichiacoliO157:H7,Liste-
riamonocytogenes,Salmonella spp. i
Staphylococcus aureus, ha estat
demostrat en productes carnis i lac-
tis utilitzant bacteris de l’àcid làctic
productores de bacteriocines, àcids
orgànics o peròxid d’hidrogen, com
Lactobacillusacidovorans,L.casei,L.
plantarum,Lactococcus lactis iPedio-
coccus spp. (Muriana, 1996). Els BAL
estan considerats d’ús alimentari i
han estat qualificats com a GRAS
(GenerallyRecognizedAsSafe)per la
USA Food and Drug Administration
(FDA), ja que han estat utilitzats his-
tòricament per a la conservació de
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FIGURA 3. Assajos de control depodridures i bacteris patògensde transmissió ali-
mentària en fruita, hortalisses i productes de quarta gamma.
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productes carnis i làctics i de pro-
ductes vegetals fermentats (Hugas,
1998;Aymerich et al., 2002). Però l’ús
de bacteris de l’àcid làctic en la pre-
servació de productes vegetals fres-
cos i en el control de patògens
humans de transmissió alimentària
ha estat descrit per primera vegada
pel nostre laboratori (Trias et al.,
2008). Hem observat que, dels pro-
ductesvegetals frescos,elsproductes
de quarta gamma presenten pobla-
cions de BAL de fins a 6 log ufc/g,
principalmentLeuconostocspp. iLac-
tobacillus plantarum, i en menor
quantitat, deWeissella spp. i Lacto-
coccus spp. Les soques de Leuconos-
toc mesenteroides CM130 i CM160
productoresdebacteriocinesvanser
altament eficaces en el control de
bacteris patògens en poma golden
delicious i en enciam trossejat de la
varietat iceberg, sense afectar la qua-
litatorganolèpticad’aquestsproduc-





Els mètodes preferits per a la pro-
ducció de bioconservadors micro-
bians consisteixen en fermenta-
cions en fase líquida, tot utilitzant la
mateixa metodologia que la indús-
tria farmacèutica o alimentària per
a altresmicroorganismes. L’objectiu
és obtenir elmàximrendiment amb
elmínimcost demedi de cultiu, fre-
qüentment aconseguit mitjançant
molasses alimentàries, peptones,
extracte de llevat cerveser i hidro-
litzats de proteïnes per a ús indus-
trial. Després de la fermentació, les
cèl·lules es concentren mitjançant
centrifugació en continu per obte-
nir suspensions cel·lulars concen-
trades al voltant de 1010 ufc/ml.
Undels principals factors limita-
dors per a la comercialització dels
bioconservadors és la conservació
que permeti incrementar la seva
vida útil. Això s’aconsegueix estabi-
litzant la viabilitat de les cèl·lules,
sigui en fase líquida i mantenint la
suspensió en refrigeració o conge-
lant-se en presència d’agents crio-
protectors, o bé mitjançant deshi-
dratació. Elsmètodesbasats endes-
hidratació són millors sota el punt
devistapràctic, perquèpermetenun
emmagatzematge òptim i la distri-
bució. La liofilització és el mètode
que manté millor la viabilitat cel·lu-
lar, però el cost és elevat. També
s’utilitzen sistemes d’encapsulació
de les cèl·lules, una tècnicaquecon-
sisteix a barrejar-les amb materials
que formen matrius polimèriques
com polisacàrids gelatinitzats o
emulsionant-les en materials lipí-
dics,per finalmentdiluir-les iatomit-
zar-les per obtenir micropartícules
deshidratades. En l’àmbit indus-
trial, perproduirunmaterial debaix
cost, els mètodes preferits són
l’atomització o l’assecatge amb llit
fluïditzat. Tanmateix, aquest darrer
mètode produeix pèrdues elevades
de viabilitat cel·lular en alguns
microorganismes —especialment
enbacterisGramnegatius—acausa
del tractament tèrmic que acompa-
nya al procés, però té bons rendi-
ments en Gram positius, com els
bacteris de l’àcid làctic. Finalment,
l’ingredient actiu —és a dir, les cèl-
lules— és formulat per obtenir un
producte comercial. Aquestes for-
mulacionsconsisteixenaaddicionar
materials inerts per suportar i dis-
persar l’ingredient actiu i adjuvants,
que promouen i mantenen la seva
funcionalitat incloent nutrients o
compostos osmoprotectors per evi-








































































































FIGURA 4. Efecte dels tractaments amb bacteris de l’àcid làctic en els nivells po-
blacionals de bacteris patògens alimentaris en poma i enciam després de dos
dies de la inoculació i el tractament. Els valors són mitjanes de tres repeticions
i les barres sobre les columnes indiquen l’error estàndard de la mitjana. N: per
sota del nivell de detecció; CNT: control no tractat. Els grups significativament
diferents s’identifiquenambuna lletradiferent d’acordambel test deFisher sen-
se protecció (modificat de Trias et al., 2008).
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Tanmateix, s’ha de tenir la precau-
ció d’evitar certs compostos que
poden estimular patògens presents
en el producte vegetal fresc a con-
servar. La tecnologia és similar a la
utilitzada per a productes farma-
cèutics i alimentaris i resulta enpro-
ductes establesdurantdiversosme-
sos. Els productes formulats enpols
solen contenir entre 109 i 1010 ufc/g
i són fàcils de reconstituir simple-
ment en solucions aquoses.
El mètode d’aplicació depèn
molt del producte a protegir, però,
en general, s’apliquenmitjançant la
immersió dels productes vegetals o
bé la polvorització. Com en el cas
dels bioplaguicides microbians,
l’eficàcia depèn de la dosi efectiva
mitjana —DE50— del bioconserva-
dor. En el nostre laboratori hem
observat que les DE50 per a soques
de Leuconostoc mesenteroides acti-
ves contra L.monocytogenes, E. coli
i Salmonella són de l’ordre d’entre
106 i 107 ufc/ml. Les dosis recoma-
nades, engeneral, es trobenentreels
107 i els 108 ufc/ml, de manera que
els productes formulats s’han de
diluir adequadament per obtenir
aquestes concentracions.
Atèselpotencial aplicatd’aquests
tipus de bioconservadors, s’han
posatapuntelsmètodespera la seva
millora, producció i formulació.
Aquesta activitat, que s’ha iniciat als
laboratoris de la Universitat de
Girona, formarà part d’una línia
estratègica de recerca i desenvolu-
pament tecnològic sobrebioconser-
vadors que es realitzarà, juntament
amb l’IRTA, al Centre de Noves Tec-
nologiesAlimentàries (CeNTA-UdG),
per tal de transferir aquesta tecnolo-
gia al sector alimentari.
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FIGURA5.Bioconservadorsobtin-guts
a partir d’un bacteri de l’àcid làctic
després de la liofilització i l’envasat
enatmosferamodificada—part su-
perior— i d’atomització —part
inferior.
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